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研究成果の概要（和文）：幼少期LHbの脆弱性を検討するために，PV mRNA転写細胞をEGFPによって標識するマウ
スを作製し、PV 発現の動態を検討した．PV発現は動的で、P16にかけて転写翻訳が増大した．P23以降に転写は
減少するが，PV-proteinの発現は維持された．P60のPV-EGFP陽性細胞の9.14±4.69%がPV-proteinを発現してお
り，PV-protein陽性細胞の58.85±1.98％がPV-mRNAを発現していた．P16に転写・翻訳が極大を示し，P23以降に
転写が減少する発現履歴は，経験に依存して成体が行動変容する段階と一致した．PVの発現がLHbの成熟に関与
することを示唆した．

研究成果の概要（英文）：To investigate the vulnerability of juvenile LHb, we generated mice in which
 PV mRNA-transcribed cells were labeled by EGFP and examined the dynamics of PV expression. PV 
expression increased its transcription and translation towards P16; transcription decreased after 
P23, but PV-protein expression was maintained at P60. The expression history of PV showed a 
transcriptional and translational maximum at P16 and a transcriptional decrease from P23 onwards, 
consistent with the stages of the experience-dependent alteration of adult behaviors, suggesting 
that PV expression is involved in LHb maturation.

研究分野： 神経科学

キーワード： 外側手綱核　Parvalbumin　臨界期　幼少期ストレス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
光遺伝学的な神経回路機能の検討は広く行われている．本研究ではPV mRNAを転写した細胞をEGFPによって標識
するPV-EGFPマウスを作製することで，PV発現の履歴を明らかにした．PVの発現は動的で，PV-EGFP陽性細胞の中
にはPV-proteinの発現を止めた細胞が存在した．PV-creを利用した実験では，PV-protein陰性の細胞を操作する
おそれがあり，PVの転写(PV-mRNA)，翻訳(PV-protein)と履歴(PV-EGFP)からPV neuronの発現の動態を考慮した
適切な実験の必要性を示した学術的影響は大きい．本研究は適切な方法を利用した研究を促進する社会的意義が
ある．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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1. 研究開始当初の背景 

外側手綱核（lateral habenular nucleus, LHb)は，間脳背側に位置し，ストレスや嫌悪刺激と

いった情報を基底核や辺縁系から受け，腹側被蓋野（Ventral tegmental area: VTA）や背側縫

線核（dorsal raphe nucleus: DRN）などの中脳のモノアミン系神経回路を調節し，認知・情動

機能と行動に関与する神経核である．ヒトのうつ患者では，LHb の過活動が報告されている．

げっ歯類の不安・うつ動物モデルにおいて LHb の過活動が見られ，GABA agonist を投与して

LHb を抑制すると症状の改善が認められている．この結果は「不安とうつ」の発症におよぼす

LHb の過活動の関与を示唆する． 

 申請者らは，マウスの LHb の成熟過程を神経細胞活動性マーカー（最初期遺伝子

Zif268/Egr1）と，神経細胞可塑性マーカー（PV と perineuronal nets: PNNs）を用いて記載

し，成熟が４段階を経る

ことを示した．さらに，

ストレスに対する脆弱性

が成熟段階によって異な

ることを明らかにし(Fig. 

1)，第 2 段階（生後 10-20

日）に母子分離ストレス

を毎日繰り返して与えた

個体（repeated maternal 

deprivation: RMD ） で

は，成長後（P60〜80）に LHb の PV 陽性神経細胞が少な

く，ストレスによって誘発される LHb の神経細胞活動性が

高く，不安とうつ様行動を呈する事を示した(Fig. 2)． 

 これまでに幼少期ストレスが長期にわたる影響を有し，

成長後の行動に影響及ぼすことを，LHb の神経回路に着目

して研究しているグループは他になかった．特定の成熟段

階における経験に依存して，PV 陽性神経細胞の減少と，

ストレス反応性の亢進と，不安・うつ様行動の発現の因果

関係はまだ明らかではなく，神経回路機構は解明されてい

ない． 
 

２．研究の目的 

LHb の PV 陽性神経細胞の多様性と機能を明らかにする事を通じて，幼少期の経験に依存して

成体に不安・うつ様行動が引き起こされる神経回路機構を解明する意義は大きい．PV 陽性神

経細胞の神経回路機構を検討するために PV-cre を用いた遺伝子操作と，化学遺伝学的または光

遺伝学的操作が広く行われている．他方で，LHb-PV 陽性細胞の多様性を Webster らが指摘し

ており，PV-cre による操作が生体内の PV 陽性細胞の機能をどの程度に反映するか不明の点が

ある．本研究は PV 陽性神経細胞の多様性を確認するとともに，その知識に基づいた操作を利

用して，PV 陽性細胞が経験依存的に発症する「不安とうつ」に関与する神経回路機序を明ら

かにすることを目的として計画した． 

 

３．研究の方法 



PV mRNA の 発 現 を mRNA in situ 

hybridization chain reaction (mRNA in 

situ HCR)によって標識した．PV protein

の 発 現 を 免 疫 組 織 化 学 

(immunohistochemistry, IHC) で標識し

た．さらに，1回のPV-creの発現によって

EGFP が核内で持続的に発現させることで

PV の発現履歴を標識する PV-EGFP マウス

を，PV-T2A-CreマウスとR26R-H2B-EGFPマ

ウスの交配によって作製した（Fig. 3）．これらの方法を利用して，PV の転写と翻訳の発現動

態と発現履歴を，LHb-PV 陽性神経細胞において検討した．PV-T2A-Cre は化学遺伝学的または光

遺伝学的操作を行う際に広く利用され，神経回路機能の操作の特異性の基礎を明らかにした． 

 

４．研究成果 

P10 において，LHb では PV-mRNA 陽性細胞と PV-protein 陽性細胞はほとんど観察されなかった

が，PV-EGFP陽性細胞がすでに出現していた．日齢の進行につれて，PV-protein陽性細胞とPV-

EGFP 陽性細胞の密度が増大し，P16 以降は増大が止まった．P16 において PV-mRNA を有する PV-

protein 陽性細胞は多く，その割合は P23 および P60 よりも有意に高かった．PV の発現開始は

P10 以前に始まり，P16 にかけて PV-mRNA 転写と PV-protein 翻訳が増大する．P23 以降に PV-

mRNAの転写は減少するが，PV-proteinの発現はプラトーとなり維持された．P16にPVの転写と

翻訳が極大を示し，P23 以降に転写が

減少し，PV 発現が維持されるという

LHb における PV 発現の履歴は，経験に

依存した LHb の改変と成体の行動の変

容を引き起こす段階と一致した．P60

の LHb の PV-EGFP 陽 性 細 胞 の

9.14±4.69%が PV-protein を発現して

お り ， PV-protein 陽 性 細 胞 の

58.85±1.98％が PV-mRNA を発現してい

た．LHbのPV-mRNA陽性細胞率は皮質と

扁桃体に比して有意に大きく，LHb に

おける PV の発現は他の脳部位に比して

高 度 に 動 的 で あ る と 考 え ら れ る

(Fig.4)． 

さらに，PV-EGFP 陽性細胞密度に違いはなかったが，前方に比して後方の LHb における PV-

mRNA 陽性細胞密度が有意に大きく，LHb 内において PV 発現のダイナミクスが異なると考えられ

る(Fig. 5)． 

PV-EGFP 陽性細胞の中には PV-protein

の発現を止めた細胞が存在し，そのため

PV-cre を利用して光受容体などを発現

させたマウスを利用する場合，PV-

protein 陰性の細胞を操作するおそれが

ある． 

 PV-cre マウスでジフテリア毒素受容

体を利用した LHb の PV 陽性神経細胞除

去と，光遺伝学的な可逆的操作による PV陽性神経細胞を操作する手技を利用した研究はこれま



でに行われているが，私達の実験系において神経回路機構を解析するうえでは不適切であっ

た．当初の研究を行うことはできなかったが，本研究は詳細な記載によって，P16 に PV の転写

と翻訳が極大を示し，P23 以降に転写が減少し，PV 発現が維持されるという LHb における PV 発

現の履歴が，経験に依存した LHb の改変と成体の行動の変容を引き起こす段階と一致すること

を示し，PV の発現制御が LHb の成熟機構に関与することを示唆した価値がある． 

 すなわち，transgenic マウスでは遺伝子の異所発現があるということが知られており，PV-

cre マウスにおいてもその疑いがある．PV-EGFP マウスの LHb を anti-cre antibody と anti-PV 

antibody で免疫染色し，cre と PV-protein 発現の一致率を求めた．LHb において，cre 陽性細

胞のうち 96.61±1.41%が PV 陽性であり，LHb において異所発現はほとんどないと考えられた．

この調査を他の脳領域でも進め，比較し，PV-cre マウスと PV-EGFP マウスの有効性を確認する

ことができよう．次に，PV-EGFP，PV-protein と PV-mRNA の発現を調査する日齢を増やし，PV-

protein の PV-EGFP 細胞における陽性率，PV-mRNA の PV-protein 細胞または PV-EGFP 細胞にお

ける陽性率を測定する．また，他の脳部位（皮質，扁桃体，海馬）でも同様の調査を進め，比

較する．PV-EGFP マウスにおいて，PV-EGFP 陽性細胞は PV の発現能を有する神経細胞であると

考えられる．PV-protein陽性細胞のPV-EGFP細胞における割合（PV-protein/PV-EGFP）はPVを

発現する確率と考えられる．変数を仮定して，PV 発現モデルを作製し，幼少期と成体の PV 発

現確率のシミュレーションを進めている．体系的な計算を行い，PV 発現過程の計算値が実測値

に近似する変数セットを同定し，実測値の背後にある変数を推定し，比較の結果をフィードバ

ックして，モデルを再検討し，シンプルで近似度が大きいモデルを選択することが可能であ

る．本研究の基礎データは，PV 発現動態の機構と経験に依存した行動の変容に影響する機構の

基礎と発展の道筋を照らし出した． 
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